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(57) Abstract: The invention relates to a medium for detection and/or identification of microoiganisms present in a sample, com- 
prising a culture medium and at least one substrate which can be hydrolysed into a product marked by at least one first non-free 
enzyme in the sample and which is specific to microorganisms characterised in that it also comprises at least one inhibitor of at least 
one second enzyme which is different from the first enzyme or identical thereto but free in said sample and which does not originate 
from a micro-oiganism. The invention can be used, preferably, in the field of biomedical diagnostics or in food microbiology and 
more particularly in bacteriology and mycology. 

^5 (57) Abrege : Llnvention conceme un milieu de detection et/ou d'identification de microorganismes presents dans un 6chantillon, 
comprenant un milieu de culture et au moins un substrat qui peut etre hydrolys6 en un produit marque par au moins une premiere 

^ enzyme non libre dans I'^chantillon et. sp6cifique des microorganismes, caract6ris6 en ce qu'il comprend, en outre, au moins un 
inhibiteur d'au moins une deuxi^me enzyme, diff^rente de la premiere enzyme ou identique a celle-ci mais libre dans ledit 6chantillon 
et ne provenant pas d'un microorganisme. La prfisente invention trouve une application pr6f6rentielle dans le domaine du diagnostic 
biomedical ou en microbiologic alimentaire et plus paiticuli^rement en bactdriologie et mycologie. 
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Milieu de detection et/ou d'identification de microorganismes 

Le domaine de rinveation &i celui de Tanalyse inicaDbiologique par vole biocfainucpe, et 
pardculier de la d^ection et de I'idenfjficatiQii de micioQig^mismes par ensemgncement de 
5 mifieiKi^actioxmels. 

Dans le cadce de rinveatioii, on s'int6iesse phis particuliercment a la detecdon dt k 
ridentification de miccoorgaiiismes, tels que notanunent des bacteries ou des levures, 
pa t hogenes ou indicateuis de qualite, que ce soit dans le milieu medical ou le milieu industriel 

H existe actuellement de tees nombreux milieux pemiettant la detection de ces miaooiganismes. 
Cette detection pent etce basee notamment sur Tutilisation de substrats particuliers, specifiques 
d\ine GozywQ du microotgaiiisme que Ton souhaite ddtecter. D'une mani^ g6nerale, les 
substrats S|ynt]i6tiques d'enzymes sont coustitues d'une premiere partie spedfique de TactivitS 
15 enzymatique k r6v61er, et d'une seconde partie &isant office de maiqueur, g6n6ralem^t 
chromogene ou f uoresceoL Par le choix de ces substrats, selon qu'il y a r6action ou non, il est 
possible de caractenser la nature d'un microorg^nisme. 

Ainsi, dans le cas de bacteries, les souches A* Escherichia coli sont souvent mises en 6vidence 
par la i:6v61ation d*urie activite eiiganatique du type osidase telle que I'activite ^-glucuronidase 
20 ou P-galactosidase. De la meme fe9on, le genre Listeria pent etre detecte par la mise en 
evidence d'une activity p-glucosidase. 

Une activite aminopq)tidase peut 6galement etre utilisee pour reveler un groupe, un g€33re ou 
une esp^ de bacteries. Ainsi, ractivit6 alauine-aminopeptidase, par exemple, permet de 
differencier les bact&ies a Gram nSgatif des bact6ries k Gram positif. 
25 Enfin, on p«it dter 6g9lement la detection d'une activity esterase pour notamment la mise en 
6vidence du genre Salmonella, En e£fet^ le gpnre Salmonella possede des esterases non 
sp6cifiques capables d'hydrolyser des substrats synthetiques cbromogenes, par exemple 
indigogeniques. Dans le cas de la detection de salmonelles, et plus generalement dans le cas de 
bacteries a activite esterase, la detection et/ou I'identification de ces bacteries est classiquement 
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realisee sur des milieux gqlosfe ou liquides d'isoletnent, qui pennettent la detection et/ou 
ridentificatim des colonies suspectes de bactenes a activity esterase. 
Toutefois, on observe lots de certains pielevonents d'6chaniillons, notamment de selles, la 
presence d'enzymes, non specifiques du microoiganisme que Ton souhaite detecter, et libres 
dans r6cbanti]lQn (on pade alois d' «eDzymes Iibies»), et qui p^ivent ultmeureniQit leagir 
avec le substrat chromogene. Ces enzymes <<libies>>peuventnotamment 6trepr6sentes dans 
un prelevement biologique, tel qu'un echantiUan de selles, et provenir de cellules du tractus 
digestif, du foie, du pancreas et done se retrouver via ces organes dans le prelevement 
biologique. Des enzymes libres peuvent 6galement etre presentes dans des echantillons 
alimentaiies que Ton souhaite analyser, tels que par exenq)les des foies de volaille, dans ce 
cas les eaozymes sont issues des cellules du foie. Cela induit k suspicion de positi& ne pouvant 
6tre conjQtmes : certains prelevements sont consider6s comme contaminSs alors qu'ils ne le 
sont pas, ce qui peut avoir des consequences dramatiques pour le diagnostic ultSneur. Ainsi, 
dans le cas de la detection de salmonelles mises en evidence par une activite enzymatique de 
type esterase, le prelevement de selles nan contamine par des salmonelles, peut contenir des 
esterases «]ihres » qui hydrolysent alois le substrat present dans le milieu de culture, ce qui 
provoque la libation d'une coloration magenta, normalement specifique des salmonelles. 
La presente invention se propose done d'ameliorer les milieux pennettant la detection de 
microoiganisme actuellement commercialises en limitant la presence de feux positifs 
engendree par la presence d'enzymes libres dans le prelevemait et non specifique d'un 
micro-organisme. D'une mani^ su3]miante, les inventeurs ont mis en evidence que 
Tutilisation de c^iains composes chimiques inMbaient les enzymes libres de Fechantillon, sans 
inhiber les enzymes non libres, c'est a dire les enzymes provoiant des microorganismes que 
Ton souhaite detecter. 

A cet effet, la presente invration concone im milieu de detection de miooorg^nisme 
presents dans un echantillon, tel que notamment un echantillon biologique ou alimentaire 
comprenant un milieu de culture et au moins un substrat qui peut etre hydrolyse en un produit 
marqu6 par au moins une premiere enzyme non libre dans Techantillon et specifique desdits 
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microoiganismes, c^racterise en ce qu'il comprend, en outre au moins un intdbiteur d'au 
moins une deuxieme eozyme, lihre dans ledit echantillon et ne provenant pas du 
micxoongqiiisme tecfaeidie. Cette doixi^e enzyme pent eiiG differ^te de ladite premiere 
eo^me ou ideotique k oelle cL 

Au sens de la pr&ente invexidon, le tenne miCTOoigamsme recouvie les bact6ries, les levures> 
et plus g§Q§Ealemen:^ les Qiganianes g§Q&alement unicdlulaiie, invisibles a Todl nu, qui 
peuveot ete mutdplies dmanipules en laboiatoiie. 

Selon un mode piefere de rfialisation de Tinvention, le microoiganisme est une bacterie, gram 
negative ou positive, ou une levure. 

A titre de bacteries Gram negatives, on peut citer les bacteries des goores sui\™ts : 
Pseudomonas, Escherichia, Salmonella, Shigella, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, 
Proteus^ Campylobacter, Haemophilus, Morganella, Vibrio, Yersinia, Acinetobacter, 
Branhamella, Neisseria, BurlAolderia, Citrobacter, Hajhia, Edwardsiella et Legionella, 
A litre de bacteries Gram positives, on peut dter les bact6ries des genres suivants : 
Enterococcus, Streptococcus, Staphylococcus, Bacillus, Listeria, Clostridium, 
Mycobacteria et Corynebacteria. 

A titre de levures» on peut dter les levuies des genres suivants : Candida, Cryptococcus, 
Saccharomyces et Trichosporon, 

Selon un mode prefere de Tinvention, le microorganisme est une bact6rie, qui appartient 
preferentiellement au genre Salmonella, ou une levure, qui appartient preferentiellement au 
genre Candida. 

Au sens de la pr6s^te invention, on entend par milieu de culture, un milieu comprenant tous 
les 616ments n6cessaires k la survie el/ou a la croissance de microoiganismes. En pratique, 
rhomme du metier choisim le milieu de culture en fonction des microoiganismes cibles, selon 
des criteres par&itement connus et i la port6e de cet homme de I'art Pour les bacteries, on 
peut citer k titre indicatif, les milieux selectife de type : Mac Conkey, Columbia ANC, 
PALCAM, et les milieux non selectife de type Trypcase soja, milieu nutritif. Pour les levures. 
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QE pajt citer comme milieu de culture Sabouraud Gmtamydne-OilQramphemcol, ou 
Sabouraud . 

Le milieu de culture selon rinveootion pait contenir d'eventuels auttes additife comme par 
exemple : des pqitooes, un ou phisioirs &cteurs de ax)issaace, des hydrates de carbone, un 
ou plusieurs agents sfiiectifi^ des tampons, un ou plusi^ns gSlifiants... Ce milieu de culture 
part se prfaenter sous forme de liquide de gel pret a Temploi, c*est a dire pr6t k 
rensemenceanent ca tube, flacon, ou surboite de Petri 

Au sens de la pr6sente invmtiou, le substrat est choisi parmi tout substrat pouvant etre 
bydrolyse en un produit qui pomet la dfitection, diiecte ou indirecte d'un microoiganisme. 
Prefirentiellement, ce substrat comprend 

> une piemi^sre partie spedfique de I'activit^ en2ymatique a reveler. Cette premiere 
partie est susceptible d'interagir avec ladite premi&e enzyme, qui est specifique du 
microoiganisme recherche, mais egalement avec ladite deuxieme enzyme, 

> une seconde partie faisant office de marqueur, ci-apres appelee partie marqueur, qui 
pent §tre fluoi^ceDte ou chromog^e. . 

Comme substrat fluorescent, on pent dter notamment les substrats k base d\imbelliferone ou 
d'aminocoumarine, a base de r&sorufine ou encore k base de fiuoresceahe. 
Comme substrat dhixmogfene, mieux adapt6 aux supports solides (filtre, gelose, gel 
d'electrophorese), on pent dter notamment les substrats a base Jindoxyl et ses derives, et les 
substrats a base dhydroxyquinoline ou d'esculdtine et lems d&ives, qui pemiettent la 
detection d'activites osidase et esterase. On peut citer egalement les substrats a base de 
nitrophenol et nitroaniline et derives, permettant de detecter 1^ activites osidases et esterases 
dans le cas de substrats a base de nitrophenol, et des activites peptidases dans le cas de 
substrats k base de la nitroaniline. On peut citer enfin les substrats a base de naphtol et 
naphtylamine et ses d£civ£s, qui pmnettent de d6tecter les activity osidases et esterases par 
rintmn6diaire di n^htol, et les activites peptidases par Tinterm^diaire de la naphtylamine. 
Ce substrat peut permettre notamm^ mais d'une fegon non limitative, la detection d'une 
activite enzymatique telle que ractivit6 d*une osidase, peptidase, esterase. . . 
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Par echanffloa on aitead tout type d'echantillon dans lequd on souhaite detecter la presence 
de microoiganism^ Cet echantillon pent etre un echantillon biologique ou alimenlaiiB. Get 
ediantillon pent piovatiir notamment, mais de fegon non limitative d'un prelevemeat de sang, 
d'unne, de sell^ d'alimecds. . . 

Par premeaB eizvme, on mtead une enzyme non libie dans rediantiHon, c'est k dire 
provraant du micnxMgaoisme que Ton souhaite d^tec^ Cette enzyme peut etre nolamment, 
mais de fijon non limitative, une osidase, pq>tidase, esterase, sulfetases, phosphatase... 
Cette enzyme pemtiet Thydrols^e du substtat en un produit maique. 
Par deuxieme eazvme. on entend une enzyme, diffeimte de la prmiiere ^izyme, ou identique 
a celle ci mais Hbre dans Techantillon, c'est a dire qu'elle ne provient pas du mioDorganisme 
rechsche. Cette deuxieme enzyme est susceptible de reagir avec le substiat, ce qui pent 
induire la presence de faux positifii. Cette enzyme pent Stre notamment, mais de fefon non 
limitative, une osidase, peptidase, esterase, sulfatases, phoq>hatase. . . 

Sdon un mode pi6&x6 de Tinvention, ladite premi&e enzyme est une estfirase. 
Preferentiellement, Tinhibiteur appartiait alors k la fimille des oiganophosphates, et est un 
compos6 de fonnule (!) 

dans laquelle 

• R| est un atome d'hydiogpne, ou un groipement alkyle, aiyle, halogeoe 

• R2 est un atome d'hydrogenecuungroiqpement alkyle, aijie^ 

• R3, est lien ouungroi5)ementalkylejaryle,N02 

Sdon rinvention, on entend notamment par at^e un noyau aromaticiue en Cg-Cjo, notamment 
phaiyle, benzyle, 1-naphlyle ou 2-naphtyIe. 
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On eatod par alkyle im alkyle en Q-Ca, a savoir un alkyle droit ou ramifie ayant de 1 a 6 
atomes de caibone. A titre d'exemple, on pent citer le mefliyle, Tethyle, le piopyle, Viso- 
propyle, le butjde, le t-butyle, le pentyle, riso-pentyle et Thexyle. 

Selon un mode pxSk^ de realisation de TinventioD, rinhibiteur est un conipos6 de fcumule Q) 
danslequel 

> Rl etR2sontdesgFOiipementsefii)i 

> R3estgroiqpementN02 

Ce compost est le 0,0-Dietiyl p-nitrophenyi phosphate symt la fonnule suivante : 




Selon un autre mode pr6&r6 de realisation de Tinvention, rinhibiteur est un conq)os6 de 
fimnule (I) dans lequel 

> Rl etR2sQntdes gR>iQ}ements methyl 

> R3 estungtoi^)ementN02 

Ce compos6 est le 0,0-Dimefliyi p-nitrpphenyl phosphate ayant la foramle suivante : 



r 
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Selon un autre mode piefee de realisation de rinveatioc, I'inhibiteur est un compose de 
fomuile (0 dans lequei 

> Rl etR2sQntdesgtoiq>mieatchloioediyl 

> R3 estuncyckdefomiule 




O 

Les lignes poiiitill^ pemiettre de visualiser la position dudit c^le daos le compose de 
fonnule Q) de Tinvenlioa 

Ce compose est le le 0,0-Di (2-cUoroethyl)-0-(3-cUoio-4-methylcoumarin-7-YL) 
phosphate ayant la fomiule suivante : 




L'inhibiteur peat etre egalement un derive des molecules prdsentSes ci dessus. 

La concentration en 0,0-Diefhyl p-nitrophenyl phosphate ou son deriv6 dans le milieu de 
detection est preferentiellement comprise entre 0,1 et 15 mgd, et encore plus 
preferentiell^nent entre 1 et 10 mg/1. 

La concentration en 0,b*DimefliyI p-nitrophenyl phosphate ou son d6riv6 dans le noilieu de 
detection est pi:6£rentiellement comprise entre 0,1 et 100 m^, et encore plus 
pr6&rentiellement entre 10 et SO m^. 

La concentration en 0,0-Di(2-(MQioefhyQ-0-(3-chloro-4-mefliylcouniaiin-7-YL) 
phosphate ou son deriv6 dans le milieu de detection est pief&entiellement comprise entre 1 et 
1000 mg/1, et encore plus pi6SrentieIlement aitre 30 et 100 mg/1. 
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Sdm m autre mode prel^ de rinveodon, ladite premiere &i2ymt est luie osidase, 
pcefircnliellemfiat une gjucosidase et eaicore plus pre^i^ellement a-g^ucosidase. Uhomme 
dumfetierpomraseraSOT a la publication deLeMecDeretal, 1997, Binoiganic & Medical 
Chemistry, vol 5, N)3, pp 519-533 pour dioisir un inhibitair de glucosidase. 
Pr^fixeotiellmieait, Fiiihibiteiir est une castanospemtiine, c*est k dire un compos6 de fomiule 
(H): 




CD) 

ouundenv6 de ce compost. 

Des d£nv6s de la castanospemiine sont notamment d6cdts dans la publication de 
Sondeagarrd et al, Chem Eur J 2001, 7 n^ 11. 

La concentration en castanospemiine ou son deriv6 dans le milieu de detection est 
prfiferentiellemeiit comprise entre 0.5 et 30 g/1, et racore plus preferentiellemMit entre 1 et 10 

Selon un mode pre^ de Tinvention, ledit substrat est un substrat chromogene, 
pref&entiellement un ester d'indoxjd ou de ses derives, et encore plus preferentiellement un 
ester d^indoxjd ayant la fomiule (JH) suivante 
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avec n coDopris oitre 1 et 12 et W, X, Y, Z sont choisis panni H, Br, CI, F, L 

D'une &qm encore plus prefeentielle, le substiat est le 5-Bionio-6-chIoiD-3-nidaxyi 

capiyiate (Magenta C8, N°CAS 209347-94-4) ou le 5-Bromo-3-mdo3Qrl nonanoate 

(Biosynfii). 

L'invention conceme 6galement un pnx:&i6 de detection et/ou d'identification de 
nudooiganismes coDcpreoHUt * 

• rensemencement desdits miax)organismes a identifier sur vm milieu de 
detection, tel que d6fimt precedemment, 

• I'incubadon du milieu de detection ensemence avec lesdifs mictooiganismes a 
identifier, et 

• la detem:miation de la piesaice desdits mictooiganismes par la detection du 
ou des substtats hydrolyses en un produit maiqu6. 

L'ensemencement des noiciooiganimes, tels que notamment les badges ou levures peut Stie 
i6alis6e par toutes les techniques d*ensemencement bien connues de Thomme du metier, De 
mSme, I'incubation est i6alis6e pt^firentiellement k une toi^iatuie pour laquelle la 
croissance des microoiganismes et ractivit6 enzymatique que Ton souhaite dfifeecter sont 
maximales, que Thomme du metier peut choisir aisement selon Tactivite enzymatique a 
detecter. A tilie indicatif, I'incubation est preferentiellement realisee entre 36 et 38°C. 

Uinvention conceme Tutilisation du milieu de detection et^ou d'identification tel que defini ci 
dessus pour identifier des microorgqnismes. 

L'invention conceme Sgalement Tutifisation d'un compos6 de fommle (T) 
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avec Rl ^ un atome d' hydiogene ou xm groiaponent allq^le ou aryle, halogene 
R2estuaatomed'hydiog^eouungroiipemQitalkyleo^ halogJae 
R3 est nen ou un g[OiQ>emQit alkyle, aiyle, N02 
pour inhiba: une enzyme Ubie, prefeentiellemeQt me est&ase lihre dans un echanjailon td que 
s defini precedrnimfint, 

L'invention cx)nceme egalement I'utilisation d'm compose de fonnule QT) 




10 pour iDMber une enzyme Kbre, piefeentieDement une osidase libie, piefirentiellanent une 
ghicosidase Hbre, et encore plus preferentiellement une a-glucosidase hTjie dans un 6chantillon 
tel que dSfini piecedemment 

Les ©cempl^ d dessous sont donnes a titre e3q)licatif et n'oni aucun caradeie 
15 limilatiCIlspemietliontdenaieuxcomprendrel^^ 

Exemple 1 : Inhibitton des esterases libres dans un ichantillon, par le 0,0-Diethyl p- 
nitrophenyl phosphate lors de I'identification de bact^ries Salmonelles 

Le but des experiences presentSes dans cet exemple est de demoiirer Teffet inhibiteurdu 
20 0,0-Diethyl p-nitrophenyl phosphate (paraoxon® elhyl; RiedeWeHaen, St Quentin 
Fallavier, France) sur des esterases libres (dans un echantillon de selles contamine par des 
^Imonelles). 

Preparation dn rr\{\\m de detection : un volume de 250 ml de milieu de detection est prepare a 
25 partir d'une poudre de milieu ayant la composition suivante : 
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Pq)tones 6,25 g/l 

Tris 0,16 g/l 

Lactose 6 g/l 

Selsbiliaires l>Sg/I 

5 NaCl 5 g/l 

Agar 14 g/l 



La fonte est lealisee a 100°C, et le milieu est autoclave 15 minutes a 121°C. On ajoute 
ensuite les additife dans le mflieu: Magenta C8 (500mg/l; &7102, BIOSYNTH, Staad, 
Suisse); X-ghicoside (75 mg/l; B-7250, BIOSYNTH, Staad, Suisse); cefeulodine (10 
10 mg/l; C4786, Sigma, St Quentin Fallavier, France) et differentes concentrations de 
I'inhibifcOT: 0,0-Diefliyi p-nitrophenyl phosphate (Paraoxon® ethyl; CAS n° 311-45-5 ; 
36186, Riedel-de Haen, St Quaitin Fallavier, France ; 0 ; 1 ; 5 ou 10 mg/l). 
Les dif&ents milieux de dfitection ainsi obtemis sont ensuite coul6s en boite de Petri. 

15 Ensemencement des bacteries Salmonella : 10 |xl de selles sont dfiposfe sur boite de Petri, 
cette suspension de selle est melangee ou non k lOp.1 d'une suspension de Salmonella (0,5 
McF) et isolee en 3 cadrans sur une boite de Petri. Difierentes selles et differentes souches de 
Salmonella piov&naat de la collection de la demanderesse sont utilisees selon ce protocole. 
Les boites de Petri sont incube^ 24 heures k 3TC, La lecture de I'apparition d'une 
20 . colaration au niveau du point de d^pot de la selle (colonne «d6p6t ») et au niveau des 
colonies de Salmomlla (colonne «colome») est effectuee selon une tehelle semi- 
quandtative : 

0 = absence de coloration 
0,5 trace de coloration 
25 1 = coloration feible 

2 = coloration forte . 
Les resultats obtenus sont presentes dans le tableau 1. 
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[0,ODie&yl p-nitrophenyl phosphate] en mg/l 






0 


1 


5 


10 


Soucbe 


IsTselle 


D6p6t 


Colonies 


D6p6t 


Colonies 


Depot 


Colonies 


D6p6t 


Colonies 


absence 


A 


1 


0 


0,5 


0 


0 


0 


0 


0 




B 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


Salmonella 


A 


1 


2 


0.5 


2 


0 


2 


0 


2 


Enteritidis 


B 


0 


2 


0 


2 


0 


2 


0 


2 


Salmonella 


A 


1 


2 


0^ 


1 


0 


1 


0 




Paratyphi A 


B 


0 


2 


0 


1 


0 


1 


0 




Salmonella 


A 


1 


1 


0^ 


1 


0 


1 


0 




Typhi 


B 


0 


1 


0 


1 


0 


1 


0 





Tableau 1 : Effets de I'inhibiteur 0,0-DiethyI p-nitrophenyl phosphate sur Pactivit£ 
des esterases libres dans on ichantUlon de selles lors de I'identification de bact^ries 

Salmonella 



Comme le presente le tableau 1, la coloration est diminuee au niveau du point de depot de la 
selle en presence de Tinlubiteur, alors qu'elle est maintenue au niveau des colonies des 
bact6ries que Tinhibiteur soit present ou absent Les enzymes libres dans les selles 
(dfinommte dans I'expose de Tinvention «deuxieme enzyme libre»), et qui se situent 
10 pnncipalement au niveau du point de dSpot de la selle sont done bien inhib6es par rinhibiteur, 
alcHS que les enzymes provenant des bact6ries (denomm6e dans TexposS de Tinv^tion 
«preimece enzyme non libre »), et qui se situent prindpalemeot au niveau des colonies de 
salmonelles, ne sont pas inhib6es. 

La coloration k Tendzoit du depfit, observe lois du d6p6t de selles en Tabsence de souche, 
15 demontre la presence d'une reaction life ^ la presence d'enzymes libres du pr61fevement, qui 
ne proviennent pas de la contamination par des Salmonelles. 

Ces resultats demontrent que les reactions enzymatiques aspecifiques dues a la presence d' 
« enzymes hTDres» sont inhibees fortement en pr6sence de I'inhibiteur 0,0-Diefliyl p- 
nitrophenyl phosphate^ ce qui limite la detection de &ux positi&. 



20 
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Exemple 2: Inhibition des esterases libres dans un ^chantillon, par ie 0,0-dimetli]i 
p-nitrophenyl pho^hate lors de Pidentification de bact£ries Salmonelles 
Le but des esqped^ces pi6smt6es dans cet exemple ^t de d&nonfier Tefifet inhibits des 
est^es libres du p-nitrophenyl phosphate (pacaoxon® m^b^d ; Riedet 

5 deHaen, St Quentin Fallavi^r, France) sur des selles contaminees par des sahnonelles. 

Prfeaiation du milieu de detection : un volume de 250 ml de milieu de d6tection est prepar6 k 
pardr d'une poudre de miheu ayant la composition suivante : 



Peptones 6,25 g/1 

10 Tris 0,16 g/1 

Lactose 6 gfl 

Sels biUaires 1,5 g/l 

Naa 5g/l 

Ag3r 14 



15 La fonte est i6alisee k l(XfC, et le milieu est autoclave 15 minutes k UrC. On ajoute 
ensuite les additife dans le milieu: Magenta C8 (500mg/l; B-7102, BIOSYNTH, Staa4 
Suisse); X-glucoside (75 mg/l; B-7250, BIOSYNTEI, Staad, Suisse); cefeulodine (10 
mg/I; C4786, Sigma, St Quentin Fallavier, France) et diflF6rentes concentrations de 
rinhibiteur 0,ODimefliyl p-nitrophenyl phosphate (Paraoxon® methyl; CAS n° 950-35-6; 

20 RiedetdeHaen, St Quentin Fallavier, France ; 5, 10, 25 mg/l). 

Les dijQ%iet3is milieux de detection ainsi obtenus sont ensuite coules en boite de Petri. 

Ensemencement des bacteries Salmonella : les boites de Petri sont inocuI6es, incubees et lues 
comme dans Vesmnph 1. 

25 

Les lesultats obtenus sont pr6sent6s dans le tableau 2. 
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[0,ODimediyl p^itrophenyl phosphate] en mg/1 


0 


5 


10 


25 


N° souche 


ITseUe 


Depot 


Colonies 


D6p6t 


Colonies 


D6p6t 


Colonies 


D6p5t 


Colonies 


aacune 


C 


2 


0 




0 


0^ 


0 


0 


0 


D 


2 


0 




0 


1 


0 


0 


0 


Salmonella 
Typhi 


C 


2 


04) 




0^ 


0,5 


1 


0 


0,5 


D 


2 


0^ 




0^ 


I 


0^ 


0 


0,5 


Salmonella 
Enteritidis 


C 


2 


2 




2 


0^ 


2 


0 


2 


D 


2 


2 




2 


1 


2 


0 


2 


Tableau 2 :£1 


TetsderinhibiteurO,G 


^Dimeth}! p-nitrophenjl phospl 


iiatesur 



ractivit£ des esterases libres dans im £chaiitiIIoii dans un 6chantiIIon lors de 
I'identffication de bacteries Salmonella 

Comma le presente le tableau 2, la coloration est diminuee au niveau du point de depot de la 
selle en presence de Tinhibiteur, alors qu'eDe est maintenue au niveau des colonies des 
badMes, que rinhibiteur soit present ou abs^ Les enzymes lilmes dans les selles sont done 
hi&i inhibees par I'lnhibiteiu; alois que les enzymes provenant des bad^ries ne sont pas 
mhibSes. 

Ces r^sultats d^ontrent que les reactions eozymatiques asp6cifiques dues k la presence d* 
« mzymss libies » sont inhib6es fortement en presence de Tinhibiteur O^O-Dimidi)^ p- 
nitrqphenyl phosphate, ce qui limite la detection de £iux positi&. 

Example 3: Inhibition des esterases libres dans un echantillon par le 0,0-Di (2- 
chloroethyr) -0-(3-chloro-4-metfayIcoumarin-7-YL) phosphate lors de I'identification 
de bacteries salmonelles 

Le but des experiences present6s dans cet exemple est de demontier I'effet inhibiteur de 
0,0-Di ^-daloroethjd) -0-(3-chloro-4-mefliylcoumarin-7-YL) phosphate (Haloxon®; 
Sigma, St Quentin Fallavier, France) sur des esterases libies dans un echantillon (selles) 
CQntamin6 par des Salmonelles. 
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Preparation du milieu de detection : 250 ml du milieu de rexenq)le 1 dans lequel le 0,0- 
Dietfayl p-nitrophenyl phosphate est remplace par difiecmtes concmtrations de 0,ODi (2- 
dilQto^3d) -0-(3-diIaro-4-meti5dcoumarin-7-YL) phosphate (Haloxoa® ; CAS n*321- 
SS-1 ; R27699S, Sigma, St Quentin Fallavi^, Fiance; 0; 1 ; 10 ; 100 ou 1000 mg^) sont 
piqiares selon le precede de Tocemple 1 . 

Les diffiieots milieux de detection ainsi obteous sont aiscdte coul6s en boite de Petri. 
Ensemencement des bacteries Salmonella : les boites de Petci sont inoculees, incubees et lues 
camme dans Texemple 1. 

Les lesultats obtenus sont presentes dans le tableau 3. 







[0,0-Di p-chloroethyl) -0-(3-chloro-4-methylcoumarin-7-YL) phosphate] en mg/1 






0 


1 


10 


100 


1000 


souche 




D6p6t 


Colo- 


D6p6t 


Colo 


D6p6t 


Colo- 


Depot 


Colo- 


Depot 


Colo- 




selle 




allies 




-nies 




-nies 




-nies 




-nics 


absence 


A 


2 


0 


I 


0 


1 


0 


0^ 


0 


0 


0 




B 


2 


0 


1 


0 




0 


0 


0 


0 


0 


Salmonella 


A 


2 


2 


1 


2 


1 


2 


0,5 


2 


0 


2 


Enteritidis 


B 


0 


2 


0 


2 


0 


2 


0 


2 


0 


2 


Salmonella 


A 


2 


2 


1 


2 


1 


2 


0^ 


1 


0 


0,5 


Paratyphi A 


B 


0 


2 


0 


2 


0 


2 


0 


1 


0 


0,5 


Salmonella 


A 


2 


1 


1 


1 


1 


1 


0.5 


I 


0 . 


1 


Typhi 


B 


0 


1 


0 


I 


0 


1 


0 


1 


0 


1 


Tableau 3 


:Efrets del'i 


inhibiteur 0,0-Di (2-cliloroethyl) -0-(3-chloro-4 





mediyIcoumarin-7-YL) phosphate sur Pactivite des esterases libres dans un 
echantinon lors de I'identification de b^ct&rie& Salmonella 



Comme le pr^ente le tableau 3, la coloration est diminu6e au niveau du pomt de d6pot de la 
selle en pr6smce de rinhibiteur, alors qu'elle est maintenue au niveau des colonies des 
bactfaies, que TinhibitBur soit present ou absent Les enzymes libres dans les seUes sont done 
bien inhibees par Tinhibiteur, alors que les enzymes provenant des bacteries ne sont pas 
inhibees. Ces r6sultats demontient que les reactions enzymatiques aspecifiques dies d la 
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presence d' « enzymes libres » sont inhibees fortement &a presence de rinhibiteur 0,ODi (2- 
diloioefliyl) "0-(3-diloio-4-nie(hj4coiimarin-7--YL) phosphate, ce qui limite la detection de 
fauxpositi& 

Exemple 4 : Inhibiflon des esterases libres dans im £chantiIIon par le 0,0-DiethyI p- 
nitrophenji phosphate, ,0-DimetfayI p-nitrophenyl phosphate et le 0,0-Di (2- 
chloroettiyr) <K3<hloro-4-mediyIcoiimarin-7-YL) phosphate lore de I'identification 
de levures 

Le but des experiences presentees dans cet exemple est de demontrer TeflFet inhibiteur des 
esterases libres du 0,0-Didhyl p-nitrophenyl phosphate, ,0-Dimefliyl p-nitrophenyl 
phosphate et le 0,0-Di (2-chloroethyl) -0-(3-chloio-4-meftiylcoumatin-7-YL) phosphate 
sur des selles contaminees par des levures Candida. 

Prfoaration du milieu de ddtection : un volume de 250 ml de milieu de detection est pcpai^ k 
pattird'unepoudrede milieu ayant la composition suivanie : 

Pq)tones lOg/I 

Glucose Ig^ 

Tris 0,16 g/1 

Agar 14 g/l 

La fonte est realis6e a 100°C, et le milieu est autoclave 15 minutes k 121°Q On ajoute 
ensuite les additife dans le milieu: Magenta C8 (500mg/l; B-7102, BIOSYNTH, Staad, 
Suisse); X-ghjcoside (75 mg/l; B-7250, BIOSYNTH, Staad, Suisse); cefeulodine (10 
mg^ ; C 4786, Sigma, St Quentin Fallavier, Fiance), ainsi que Tinhibiteur d'est&ase : 

> 0,0-Diefl5rlp-nitK)pihenyl phosphate: 5 mg/I 

> 0-Dim^yl p-nitropheuyl phosphate: 25 mg^ oU 

> 0,0-Di(2-(iloioefliyl)-0-(3-cMoro-4-methyicoumarin-7-YL)phos^ 

Les dif&eots milieux de detection ainsi obtemis sont ensuite coul6s en boite de Petd. 
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Ejisemencement des levuies du genre Candida : 10 jil de selles sont deposes sur boite de 
Ped, suspension deseUe est m6Iangte ou noQ i 10|iIdHmesu^ (et 
isolee eii3 cadrans sur une boite de Petii DifSrentes selles et difSirenfes soudies du genie 
Candida piovenant de la collection de la donandetesse sont utilisees selon ce piotocole. Les 
boites de Petri sont incubdes 24 heures a 3TC. 

La lecture de Tapparitiond'une coloration au niveau du point de dq>dt de la selle et au niveau 
des colonies de Candida est effectu^e sdon une 6chelle semi-quantitative : 

0 = absence de coloration 
0,5 = trace de coloration 

1 = coloration fiiible 

2 = coloration forte . 



Les r6sultats obtenus sont presentes dans le tableau 4. 







Sans inhibiteur 


0,0-Dietiiylp- 


0,0-DiinetfayIp- 


0,0-Di(2- 










nitrophenyl 


nitrophenyl 


chloroethyl) -0- 










phosphate: 5 mg/l 


phosphate: 25 


(3-chloro-4- 














mg/l 


raethylcoumarin- 


















7-YL) phosphate : 


















75 mg/l 


N**soudie 


N° 


Depot 


Colonies 


Depot 


Colonies 


D6p6t 


Colonies 


Depot 


Colonies 




selle 


















absence 


A 


2 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 




B 


1 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


Candida 


A 


2 


1 




1 




1 




1 


albicans 


B 


2 


0.5 




0^ 




0^ 




0^ 


Candida 


A 


2 


2 




0^ 




1 




1 


dubliniensis 


B 


2 


1 




0.5 




1 




1 


Candida 


A 


2 


1 




0.5 




0.5 




0.5 


IcruseT 


B 


2 


1 




0.5 




0.5 




0.5 



Tableau 4 : Effets des inhibiteurs 0,0-Diethyl p-nltrophenyl phosphate , 0,0 



Dunethyl p-nitrophenyl phosphate , 0,0-Di (2-chIoroethyl) -0-(3-chloro-4- 
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mefliyIcouinarin-7-YL) phosphate sur Tactivit^ des esterases libres dans im 
&haiitiIloii lors de Pidentification de levures Candida 
Conune le pr^sente le tableau 4, la coIoiatiQa ^ diiimm6e au niveau du point de dhgot de la 
selle en presence des difiSreails iohibiteuis, alois qu'elle est maintenue au niveau des colomes 
des levuzes, que Tinhilnfeur soft present ou absent Les enzymes libres dans les selles sont 
done bl^ inhibees par Tinhibiteur, alois que les enzymes provenant des levuies ne sont pas 
inhibees. 

Ces r6sultals demontient que les reactions enzymatiques aspecifiques dues a la presence d' 
«ea[izymes libres » sont inhibees fortement en presence des inhibiteurs 0,0-Diethyl p- 
nitrophenyl phosphate, 0,0-Dimelhyl p-nitrophenyl phosphate , 0,0-Di (2-chloK)ethyl) -O- 
(3-cUoro-4-melhylcoumaiin-7-YL) phosphate, ce qui limite la detection de feux positife. 

Ixemple 6: Inhibition de Ta-glacosldases libre dans on £chantillon par la 
castanospermine lors de I'identification de bact^es 

Le but des e:q)eriences pr^s^itees dans cet exemple est de d^montrer Teffet inhibiteur de la 
castanospemoine sur Ta-ghicosidase libres dans un 6chantillon (selles) contanodn^ par des 
souches de Staphylococcus aureus. 

Preparation du miheu de detection : 250 ml du milieu de Texemple 1 Hang lequel le 0,0- 
Diefliyl p-nitrophenyl phosphate est remplac6 par differentes concentrations de 
castanospermine : 0 ; 1 ; 2 ; 4 et 8 g/I) sont prepares selon le precede de I'exemple 1. 
Les difl^rents milieux de detection ainsi obtenus sont ensuite coul6s en boite de Petri 

Ensemencement des souches de staphylococcus aureus : les boites de Petri sont inocul6es, 

]ncub6es et lues comme dans Texemple 1. 

Les resultats obtenus sont pr6sent6s dans le tableau 6. 
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[Castanospeimine] en g/I 


0 


1 


2 


4 


8 


N** souche 
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0^ 


0 


0 
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0 


0^ 


0 




0 


0 


0 


0 


0 


Staphylococcus 
aureus 1 
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2 


2 


2 


2 


1 


2 


1 


2 


1 


1 


Staphylococcus 
aureus 2 


B 


2 


2 


2 


2 


1 


2 


0^ 


2 


0 


1 



Tableau 6 : EfTets de la Castanospermine sur l'activit£ des enzymes a-^Iucosidase 
libres dans un ichantillon lors de I'identification de souches de Staphylococcus 

aureus 



Coimne le piesente le tableau 6, la coloration est diminute au niveau du point de d^6t de la 
selle en presence de la castanospennine, alors qu'elle est rnmnipanm au niveau des colonies 
des bact6ries, que Tinhibiteur soit present ou absent Les enzymes libxes dans les selles sont 
done bien inhib6es par rinbibiteur, alors que les enzymes piovenant des bacteiies ne sont pas 
inhibees. 

Ces i6sultat5 demontrent que les inactions enqmatiques asp6cifiques dues k la presence d' 
« enzymes libies » sont inhibdes fortement en pres^ace de I'inhibiteur castanospeimine, ce qui 
limite la detection de &UX positi&. 

A noter qu'une vaiiante aux exenq)les I & 6 consiste a ajouter Tinbibiteur dans le milieu de 
pi£16vement au Heu de 1' q'outer directement dans le milieu de cultuie. 

Exemple 7 : Methode pour identifier des inhibiteurs d'au moins une deuxiime 
enzyme selon Pinvention 

Cette methode consiste k eflfectuer Teqperience des exemples 1 ou 2 lemplacant : 
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0 le milieu de cultme deoit (y cQmpiis les substrats enzymadques) par celui 

appropn6 aux micTOOig^nismes lecheichds 
iO les selles par V edianfiUoii dans lequel on lechoxdie lesdifs mic^ooigaiiisnies et qui 

produit me leaction parasite avec un ou phisieuts des substrats enzymatiques 
5 inclusdansleiniEai 

iiO rinhibitajr 0,0-Diefliyl p-nitrophenyl phosphate, ,0-Dimj^yl p-nitropheayl 

phosphate, 0,ODi (2-chlotoelhyI) -0-(3-diIoro-4-mefliylcournarin-7-YL) 

phosphate ou castanospetmine par vai inhibiteur poteutiel a tester a differeutes 

concentrations 
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BEVENDICAHONS 

1. Nfilieu de deteodon d/ou d'ideatificalion de miorooigamsmes prteents dans un 
ediantillon, CQmproaant un miKeu de cultuie et au moins un substiat qiri peut &tce 
hydrolyse en im pioduit maiqu6 par au moiss une pieniiexe aizyme noa libre dans 
rechandllon ^ specifique des nuoooiganismes, caractfaise m ce qu'i l compread, ea 
outre, au moins un inhibiteur d'au moins une deuxieane enzyme, difSssnte de la 
premiere enzyme ou identique a celle-ci mais libre dans ledit echantOlon et ne 
provenant pas d'un micacooiganisme. 

2. Milieu de detection ef/ou d^identificalion, selon la revendication 1, caracterise en ce 
que le microcns^nisme estune bact6ne. 

3. Milieu de detection et/ou d'ideatification, selon la revaidication 2, caract6rise en ce 
que ladite bact&ie appardent au genre Salmonella. 

4. MSlieu de d6tection el/ou d'identiGcalion, selon la revendicatlon 1, caracterise en ce 
que le mic3X)organisme est une levure. 

5. Milieu de dstection el/ou d'identification, selon la revendication 4, caracterise en ce 
que ladite levure appartient au genre Candida. 

6. Mlieu de detection et/ou d'id^tification, selon Tune qudconque des levendications 1 
a 5, caract6ris6 en ce que ladite prraniere enzyme est une esterase. 

7. Milieu de d6tection et/ou d'identification selon la revendication 6, caract6rise en ce 
que rinhibiteur est un con5)ose de foimule (I) 
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avec Rl est un atome dliydiogeaie ou ua groupement allgde, aiyle, halogeoe 
R2 ^ un atome d'hydiogene ou un groiq)ein^ aDgrle ou aryle, halog^e 
R3 est lien ouun groupement alkyle, aryle, N02 

8. Milieu de detection et/ou d'identification selon la revendication 7, caracterise en ce 
que rinhibiteur est le 0,0-Diethi>d p-nitrophenyl phosphate et/ou h OjO-Dimefhyl p- 
nitrophenyl phosphate et/ou le 0,0-Di (2-chloroethy^-0-(3-chloro-4- 
mefliylcoumarin-7-YL) phosphate et/ou au moins un derive de ces molecules. 

9. Milieu de detection et/6u d'identification sdon la revendication 8, caract6iis6 en ce 
que la concentration en 0,0-Diethyl p-nitrophenyl phosphate ou son d&iv6 dans le 
milioi de detection est comprise entce 0,1 et IS mg/U pi6&ientieUement entre 1 et 10 
mg^ 

10. Nfilieu de detection et^ou d'identification selon la revendication 8, caracteris6 en ce 
que la concentration en 0,0-Dimethyl p-nitrophenyl phosphate ou son deriv6 dans le 
ndlieu de detection est comprise entce 0,1 et 100 mg/1, preferentiellement entie 10 et 
50mg/L 



1 1. Milieu de detection et/ou d'identification selon la revendication 8, caract6ris6 en ce 
que la concentration en 0,0-Di(2-(Woroeihy^)-0-(3-cWoio-4-methjdcoumadn-7- 
YL) phosphate ou son derive dans le nn&sa de detection est comprise entie 1 et 
1000 mg^ pr6f^tiellement entie 30 et 100 mg^ 
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12. Milieu de detecdon ef/ou d'idsitification, selon I'lme quelconque des leveadicatians 
1 a 5, caracterise m ce que ladite piemieie enzyme est une osidase, 
pi^iSteotiellem^t un ghicosidase. 

13. MDdeu de detection et/ou d'idendficatLon selon Time quelconque des levendications 
12 caiact6ris6 m ce que Tinhibiteur est un compose de fomoule (D): 

CD) 




ou un d6nv6 de ce conq30s6 

14. Milieu de dStecdon et/ou d'identification selou la levendication 13 caract&ise en ce 
que la conc^tratiGii en conipose de fonnule (Q) ou son d^ve dans le milieu de 
detection est pie&entiell^ent comprise entre 1 et 10 et encore plus 
pieferentiellement entce 2 et 8 g/1 

15. Milieu de detection et/ou d'identification selon Tune quelconque des revendications 1 
a 14 caracteris6 en ce que ledit substrat est un substiat chromogene» 
pre&ientiellement un est^ d'indoxyl ou de ses derives 

16. Proc6d6 ddtection et^ou d'idmtification de microoiganismes comprenant : 

• Tensemencmient des micioorganismes k id^itifier sur un milieu de detection, 
selon Tune quelconque des revendications 1 i IS, 

• I'incubation du milieu de d6tection ensemence avec les miCTOorganismes a 
idoitifier, et 

o la detennination de la prdsence de microoiganismes par la detection du ou 
des substrats hydrolyses en un produit maiqu6. 
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17. Utilisaticm du milieu db detection et/ou d'ideutificatiQa selcm Tune quelcooque des 
levendicatians 1 a 15 pour rideotification de microoig^nistnes. 

18. Uiilisaliond'un compose defonmdeQ 



avec Rl est un atome d'kydrogene ou im groupement alkyle, aiyle, halogene 
R2 est un atome d'hydiogeae ou un groupement alkyle, aiyle» halog^ 
R3 est dm ouun groqiement alkyle, aryle, N02 
pom: inhiberune enzyme lil^ie dans un eclia^ 

19. Utilisation d'uncompos6defQmMe(n) 





pour inhiber une enzyme Iibie dans un 6cihantilIon 



